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Streszczenie: Biosynteza tiaminy (witaminy B i) zachodzi w mikroorganizmach i roślinach. W począt­
kowych fazach syntezy powstają dwa prekursory: 5-(2-hydroksyetylo)-4-metylotiazol i 4-amino-5-hy- 
droksymetylo-2-metylopirymidyna. Są one fosforylowane, po czym kluczowy enzym, pirofosforylaza 
fosforanu tiaminy, łączy je w cząsteczkę fosforanu tiaminy. Ulega on defosforylacji do wolnej tiaminy, 
a ta jest przekształcana przy udziale pirofosfokinazy tiaminy, do aktywnego metabolicznie koenzymu, 
difosforanu tiaminy. 
(Postępy Biologii Komórki 2001; supl. 16: 199-212)
Stówa kluczowe: witamina Bi, biosynteza tiaminy, pirofosforylaza fosforanu tiaminy, pirofosfokinaza 
tiaminy. 
Summary: The biosynthesis of thiamine (vitamin Bi) is performed in microorganisms and plants. First 
step leads to the formation of two precursors: 5-(2-hydroxyethyl)-4-methyltiazole and 4-amino-5-hydro- 
xymethyl-2-methylopyrimidine. They are phosphorylated and then combined by the key enzyme, 
thiamine phosphate pyrophosphorylase. Thiamine phosphate is dephosphorylated; free thiamine is then 
converted by thiamine pyrophosphokinase into a metabolically active coenzyme, thiamine pyrophos­
phate. 
(Advances in Cell Biology 2001; suppl. 16: 199-212)
Key words: vitamine Bi. thiamine biosynthesis, thiamine phosphate pyrophosphorylase, thiamine 
pyrophosphokinase. 
1.  WSTĘP
Cząsteczka tiaminy (witaminy B j, w literaturze określanej również jako aneuryna), 
zbudowana jest z dwóch pierścieni: 5-(2-hydroksyetylo)-4-metylotiazolu i 4-ami- 
no-2-metylopirymidyny połączonych mostkiem metylenowym [14]. Może ona wy-
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RYSUNEK 1. Powstawanie i wewnątrzkomórkowe przemiany tiaminy; enzymy zaangażowane w 
powyższe szlaki metaboliczne: 1 - kinaza 4-amino-5-hydroksymetylo-2-metylopirymidyny 
(EC2. 7. 1. 49), 2 - kinaza 4-amino-5-fosfometylo-2-metylopirymidyny (EC 2. 7. 4. 7), 3 - kinaza 5-(2-hy- 
droksyetylo)-4-metylotiazolu (EC 2. 7. 1. 50), 4 - pirofosforylaza fosforanu tiaminy (EC 2. 5. 1. 3), 5 - 
fosfataza fosforanu tiaminy, 6 - pirofosfokinaza tiaminy (EC 2. 7. 6. 2), 7 - kinaza difosforanu tiaminy 
(EC 2. 7. 4. 15), 8 - fosfataza trifosforanu tiaminy (EC 3. 6. 1. 28), 9 - fosfataza difosforanu tiaminy, 10 - 
kinaza fosforanu tiaminy (EC 2. 7. 4. 16), 11 - kinaza tiaminy (EC 2. 7. 1. 89)
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TABELA 1. Enzymy, których kofaktorem jest pirofosforan tiaminy
Nazwa enzymu Numer 
systematyczny
Karboligaza glioksalanowa EC 4. 1. 1. 47. 
Dekarboksylaza pirogronianowa EC 4. 1. 1. 1. 
Dekarboksylaza indolopirogronianowa EC 4. 1. 1. 74
Dekarboksylaza benzoilomrówczanowa EC 4. 1. 1. 7. 
Syntaza acetomleczanowa EC 4. 1. 3. 18. 
Dehydrogenaza pirogronianowa EC 1. 2. 4. 1. 
Dehydrogenaza a-ketoglutaranianowa EC 1. 2. 4. 2. 
Dehydrogenaza a-ketokwasów o rozgałęzionych łańcuchach bocznych EC 1. 2. 4. 4. 
Oksydaza pirogronianowa EC I. 2. 3. 3. 
Transketolaza EC 2. 2. 1. 1. 
Syntaza dihydroksyacetonu (transketolaza formaldehydu) EC 2. 2. 1. 3. 
stępować w postaci niezestryfikowanej oraz jako mono-, piro- oraz trifosforan. 
Formą biologicznie aktywną jest pirofosforan tiaminy, koenzym zaangażowany w 
procesach oksydatywnej dekarboksylacji w cyklu Krebsa i katabolizmie amino­
kwasów o rozgałęzionych łańcuchach bocznych oraz w przenoszeniu grupy ke­
tonowej w cyklu pentozowym. Zestawienie enzymów, wymagających jako kofaktora 
pirofosforanu tiaminy, przedstawiono w tabeli 1. 
Biosynteza tiaminy zachodzi w mikroorganizmach i roślinach, natomiast zwierzęta 
wyższe zależne są od egzogennej tiaminy dostarczanej głównie z pożywieniem. 
Synteza pierścieni tiazolu i pirymidyny przebiega osobno, a dopiero ich formy 
ufosforylowane są kondensowane do monofosforanu tiaminy przez pirofosforylazę 
fosforanu tiaminy. Organizmy żywe dysponują szeregiem specyficznych enzymów, 
odpowiedzialnych za fosforylację tiaminy i defosforylację jej estrów. Najważniejsze 
wewnątrzkomórkowe przemiany tiaminy pokazano na rysunku 1. 
2.  BIOSYNTEZA TIAMINY U PROKARYOTA
Najlepiej poznane są szlaki syntezy prekursorów tiaminy u Prokaryota, wśród 
których najintensywniej badane były: Escherichia coli, Salmonella typhimurium 
oraz Bacillus subtilis. 
2. 1.  Synteza komponenty tiazolowej
Biosyntezę pierścienia tiazolowego u bakterii poznano w wielu szczegółach (rys. 
2). Badania z wykorzystaniem znakowanych izotopowo substratów wykazały, że 
w syntezę komponenty tiazolowej u Escherichia coli i Salmonella typhimurium
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RYSUNEK 2. Schemat biosyntezy pierścienia tiazolowego (kursywą podano geny odpowiadające za 
poszczególne etapy syntezy u Escherichia coli i Salmonella typhimurium)
wnoszą wkład tyrozyna, cysteina oraz l-deoksy-D-ksylulozo-5-fosforan (DXP). U 
Bacillus subtilis tyrozynę zastępuje w tej funkcji glicyna [5]. DXP powstaje w 
wyniku kondendensacji pirogronianu i aldehydu 3-fosfoglicerynowego. Warto pod­
kreślić, że katalizujący tę reakcję enzym, syntaza l-deoksy-ksylulozo-5-fosforanu, 
wymaga pirofosforanu tiaminy jako kofaktora. Białko ThiS jest enzymem, odpo­
wiedzialnym za wbudowanie atomu siarki z cysteiny w pierścień tiazolowy [37]. 
Produkt pośredni, tiokarboksylowane na C-końcu ThiS (ThiS-COSH), tworzy się
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RYSUNEK 3. Schemat biosyntezy pierścienia pirymidynowego (kursywą podano geny odpowiadające 
za poszczególne etapy syntezy u Escherichia coli i Salmonella typhimurium)
przy współudziale czynników ThiF i Thil [42]. Jeżeli w środowisku bakterii znajduje 
się 5-(2-hydroksyetylo)-4-metylotiazol, komórki mogą go pobierać i przeprowadzać 
jego fosforylację za pomocą kinazy ThiM [5].
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2.2. Synteza komponenty pirymidynowej
Podstawowy szlak syntezy pirofosforanu 4-amino-5-hydroksymetylo-2-metylopi- 
rymidyny jest wspólny z syntezą puryn, aż do momentu powstania rybonukleotydu 
5-aminoimidazolu (AIR) (rys. 3). Na drodze tej glutamina i fosfory boży lopirofosforan 
dają 5-fosfo-1 -rybozyloaminę (PRA), z której w wyniku dalszych przemian powstaje 
AIR [11]. Dodatkowym szlakiem prowadzącym do powstania PRA jest zależny 
od pantotenianu szlak syntezy pirymidyny [17]. Świadczą o tym badania mutantów 
purF wymagających wysokiego stężenia pantotenianu do syntezy tiaminy [10]. Nie­
dobór pantotenianu hamuje syntezę tą drogą. T rzecią możliwą drogą jest alternatywny 
do PRA szlak biosyntezy pirymidyny, APB [7]. Dalsze przemiany AIR przebiegają 
pod kontrolą genów thiC i thiD', ThiD jest kinazą odpowiedzialną za ostatni etap 
fosforylacji [5]. Dodatkowo zduplikowana jest droga syntezy pirofosforanu 4-ami- 
no-5-hydroksymetylo-2-metylopirymidyny z AIR [1,4,30,32]. Uważa się, że 5-fo- 
sforyboza jest prekursorem w szlaku syntezy pirymidyny drogą zależną od 
pantotenianu [9] lub APB [30]. Podjęto próby identyfikacji poszczególnych atomów 
metodami izotopowymi [13].
2.3. Synteza fosforanu tiaminy
Gdy oba prekursory są już zsyntetyzowane i ufosforylowane (rys. 1), następuje 
ich kondensacja przy udziale syntazy monofosforanu tiaminy (pirofosforylazy fo-
RYSUNEK 4. Struktura krystalograficzna syntazy fosforanu tiaminy z Bacillus subtilis (z bazy danych 
National Center of Biotechnology Information)
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sforanu tiaminy). Znana jest struktura przestrzenna tego enzymu [6]. Syntaza wy­
izolowana z Bacillussubtilis jest dimerem, w którym każda podjednostką ma strukturę 
baryłki a/p (rys. 4). Składa się z 10 a-helis, 8 P-łańcuchów i 3 elastycznych pętli, 
z czego helisy a2-a8 i alO oraz struktury P tworzą baryłkę. Za wiązanie substratów 
i produktów odpowiedzialne są głównie aminokwasy znajdujące się w rejonach 
zagięć łańcucha białkowego oraz elastycznych pętli. Struktura baryłki a/P jest 
charakterystyczna dla białek mających miejsce wiązania fosforanu, które jest rejonem 
mocno konserwatywnym, znajdującym się blisko C końca między helisami 7 i 
8 [3]. Sposób wiązania produktów w centrum aktywnym enzymu zilustrowano 
na rysunku 5.
RYSUNEK 5. Miejsce wiązania pirofosforanu (a) i fosforanu tiaminy (b) w syntazie fosforanu tiaminy, 
cienkie linie symbolizują wiązania wodorowe lub koordynacyjne, oddzielone kulki - cząsteczki wody 
(reprodukowane z [6] za zezwoleniem American Chemical Society)
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3. BIOSYNTEZA TIAMINY U DROŻDŻY
Badania nad biosyntezą tiaminy w drożdżach są nieco mniej zaawansowane. 
Określenie pochodzenia prekursorów nie jest łatwe ponieważ tiamina oraz produkty
RYSUNEK 6. Schemat biosyntezy tiaminy u Saccharoinyce.'! cerevisiae (drukowanymi literami podano 
geny odpowiadające za poszczególne etapy) 
BIOSYNTEZA 1 BIOAKTYWACJA TIAMINY 207
pośrednie są magazynowane w komórkach w wysokich stężeniach. Wiadomo że 
różni się ono od prokariotycznego. Szlaki biosyntezy tiaminy w drożdżach przed­
stawiono schematycznie na rysunku 6.
Komponenta pirymidynowa powstaje z części pierścienia imidazolowego histy- 
dyny [16] oraz z pirydoksyny [38]. U Saccharomyces cerevisiae gen zaangażowany 
w jej syntezę to THI5. Występuje on w 4 kopiach (THI 5,11,12,13), różniących 
się od siebie 27 nukleotydami. Homolog tego genu u Schizosaccharomyces pombe 
to thi3 (nmtl) [35]. Udało się zidentyfikować gen kinazy fosforanu 4-amino-5- 
hydroksymetylo-2-metylopirymidyny [21].
Początkowym substratem w syntezie komponenty tiazolowej jest 2-pentulozo- 
5-fosforan. Najprawdopodobniej jest to D-rybulozo-5-fosforan lub D-ksylulozo- 
5-fosforan. Pozostałymi substratami są glicyna oraz cysteina, która jest źródłem 
atomu siarki [16]. Dokładne przemiany metaboliczne prowadzące do powstania 
pierścienia tiazolowego nie są opisane. Znany jest jeden gen zaangażowany w syntezę 
tiazolu - THI4. Homologiczny gen występuje u Schizosaccharomyces pombe, 
thi2(nmt2) [46] oraz u roślin [22].
Wyjątkowym enzymem u Saccharomyces cerevisiae jest produkt genu THI6. 
Koduje on dwufunkcyjne białko: pirofosforylazę monofosforanu tiaminy, odpo­
wiedzialną za kondensację fragmentów tiazolowego i pirymidynowego, oraz kinazę 
hydroksyetylotiazolu [19,27]. U innych organizmów są to oddzielne enzymy.
4. BIOSYNTEZA TIAMINY U ROŚLIN
Szlaki biosyntezy tiaminy w roślinach są słabo scharakteryzowane. Zakłada się, 
że przebiegają podobnie jak w drożdżach. Sklonowano i opisano cDNA genu z 
kukurydzy [2] oraz z Arabidopsis thaliana [22] z rodziny th.il, o sekwencji homo­
logicznej do drożdżowych genów, THI4 z Saccharomyces cerevisiae oraz nmt2 
z Schizosaccharomycespombe, zaangażowanych w syntezę prekursora tiazolowego. 
Sklonowano podobny gen z roślin cytrusowych [18]. Poziom mRNA tego genu 
wzrasta stopniowo w czasie dojrzewania owoców.
5. SYNTEZA PIROFOSFORANU TIAMINY
W komórkach Escherichia coli monofosforan tiaminy może być fosforylowany 
bezpośrednio do pirofosforanu przez kinazę kodowaną przez gen thiL [43]. Bakteria 
ta posiada również kinazę tiaminy (gen thiK). Istnienie odrębnej pirofosfokinazy 
tiaminy u E. coli jest kontrowersyjne; być może występuje ona jako białko integralne 
błony komórkowej [5].
RYSUNEK 7. Porównanie sekwencji aminokwasowej pirofosfokinazy tiaminy u Saccharomyces cerevi- 
siae (THI80), Schizosacchciromyces pombe (tnr3), Paracoccus denitrificans (pTPKl) oraz myszy 
(mTPK 1). Zaznaczono homologię do enzymu mysiego (z bazy danych National Center of Biotechnology 
Information)
W większości organizmów monofosforan tiaminy ulega defosforylacji, a wolna 
tiamina w jednoetapowej reakcji katalizowanej przez pirofosfokinazę tiaminy prze­
chodzi w pirofosforan tiaminy.
Ze względu na kluczową rolę tego enzymu w bioaktywacji tiaminy, jest on 
dość szeroko badany. Został przynajmniej częściowo oczyszczony z następujących 
źródeł: Paracoccus denitrificans [34], drożdży piwnych [40], liści pietruszki [23], 
zarodków soi [17], serca i mózgu świni [26,33], wątroby szczura [40] oraz ludzkich 
erytrocytów [7]. Znana jest sekwencja aminokwasowa pirofosfokinazy tiaminy z 
Schizosaccharomyces pombe (produkt genu tnr3) [14], Saccharomyces cerevisiae 
(THI80) [28], Paracoccus denitrificans (pTPKl) [29] oraz myszy (mTPKl) [29]. 
Na rysunku 7 porównano sekwencje tych enzymów. Konserwatyzm struktury pier- 
wszorzędowej pirofosfokinazy tiaminy jest bardzo wysoki. Homologia enzymu my-
208 1. KOTAS
BIOSYNTEZA 1 BIOAKTYWACJA TIAMINY 209
siego z THI80 i pTPKl wynosi 31%, a z C-końcowym odcinkiem enzymu tnr3 
aż 39% [29].
6. SYNTEZA TRIFOSFORANU TIAMINY
Syntaza trifosforanu tiaminy została wyizolowana z kory mózgowej wołu [24]. 
Białko to wykazuje dwie aktywności: białka wiążącego pirofosforan tiaminy oraz 
ATP-fosforylo- transferazy. Niekowalencyjne związanie pirofosforanu tiaminy jest 
konieczne do przebiegu reakcji enzymatycznej. Również produkt reakcji pozostaje 
związany z białkiem, co może mieć znaczenie w ochronie trifosforanu przed defo- 
sforylacją przez fosfatazy, jak i w jego transporcie w układzie nerwowym. Enzym 
syntetyzujący trifosforan tiaminy oczyszczono również z Saccharomyces carlsber- 
gensis', jego właściwości biologiczne i fizykochemiczne różnią się od enzymu wo­
łowego, przede wszystkim brakiem aktywności białka wiążącego pirofosforan 
tiaminy [41].
7. ORGANIZACJA GENÓW BIOSYNTEZY TIAMINY
I ICH REGULACJA
Geny biosyntezy tiaminy są odpowiednio regulowane w zależności od jej do­
stępności w środowisku. U Escherichia coli i Salmonella typhimurium pogrupowane 
są one jako 3 operony i 4 pojedyncze geny [5, 31]. U B. subtilis są 2 operony 
i jeden pojedynczy gen [5, 45]. Operony regulowane są przez poziom pirofosforanu 
tiaminy, natomiast geny pojedyncze nie [44].
U drożdży Schizosaccharomyces pombe i Saccharomyces cerevisiae regulacja 
biosyntezy odbywa się następująco: wysoki poziom tiaminy i pirofosforanu w ko­
mórce hamuje ekspresję znanych genów syntezy tiaminy [16,36], natomiast produkty 
genów THI2(PHO6), THI3 oraz PDC2 działają stymulująco [16,20]. Również mu­
tacja genu THI81 powoduje brak negatywnej regulacji syntezy tiaminy [25].
8. PODSUMOWANIE
W badaniach biosyntezy i bioaktywacji tiaminy pozostało jeszcze wiele nie­
wiadomych. W szczególności, wyjaśnienia wymaga chemia niektórych etapów syn­
tezy prekursorów, jak również rola biologiczna triforanu tiaminy. Ponieważ witamina 
Bj jest niezbędnym składnikiem ludzkiej diety, badania biosyntezy tiaminy w kie­
runku, umożliwiającym manipulowanie tymi procesami w organizmach mogłyby 
doprowadzić do otrzymania żywności wzbogaconej w tą substancję. Konstrukcja 
odpowiednich wektorów ekspresyjnych może udoskonalić komercyjną produkcję 
witaminy Bj lub jej komponent składowych.
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